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(57) Abstract 



Non-peptide hydrosoluble organo-phosphorus containing compound for use as a human T-r9*2 cell activator, comprising at least one 
acidolabile ester bond of phosphoric acid. The activating properties of said compound in relation to lymphocytes are lost when it is placed 
in the presence of an enzymatic mixture comprising at least one phosphoric phosphohydrolase monoester and at least one phosphoric 
phosphohydrolase diester. The invention also concerns a method for the preparation, isolation or characterization of such a compound and 
compositions and pharmaceutical uses thereof. 

(57) Abrege 

L' invention concerne un compose* organo-phosphore hydrosoluble de nature non-peptidique, activateur des lymphocytes T-r9*2 humains, 
comprenant au moins une liaison ester acidolabile de Facide phosphorique, le caractere activateur de ce compose* vis-a-vis des lymphocytes 
disparaissant lorsqu'il est place en presence d'un melange enzymatique comprenant au moins une monoester phosphorique phosphohydrolase 
et au moins une diester phosphorique phosphohydrolase. L* invention conceme aussi un proc6dd pour preparer et/ou isoler et/ou caracteYiser 
un tel compose* et des compositions et utilisations pharmaceutiques. 
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1 0 



L' invention concerne des composes organo- 
phosphores hydrosolubles non-pept idiques stimulant des 
lymphocytes T yo humains . L' invention concerne aussi un 
precede pour preparer et/ou isoler et/ou caracteriser de 
tels composes organo-phosphores , une composition 
pharmaceutique, notamment vaccinante comportant au moins un 
tel compose organo-phosphore , di verses utilisations de ces 
composes pour obtenir des compositions pharmaceu tiques , une 
composition pharmaceutique inhibant l'activite de ces 
composes sur les lymphocytes T y6 et les utilisations de 
15 cette composition pour obtenir des medicaments. 

On sait deja que les lymphocytes T y6 
humains a recepteurs TCR comprenant les regions variables 
et V 5 (lymphocytes CD3 + , TCR aS-, CD4-, CD8-) jouent un 
role dans le systeme immunitaire de 1 ' homme et de 1 ' animal . 
20 Par exemple, leur presence a ete demontree dans le cadre de 
diverses maladies telles que les infections bacteriennes, 
notamment mycobacteriennes (en particulier la tuberculose 
et la lepre) ou a streptocoques , les affections tumorales 
ou leucemiques, certains parasites (par exemple le " 
25 Plasmodium), le SIDA et les maladies auto-immunes (sclerose 
en plaques, lupus, ...). 

On sait aussi que dans le sang peripherique 
de l'adulte, les lymphocytes T porteurs de TCR a regions 
variables V y9 v 62 (lymphocytes T y9o2 ) representent la 
30 majorite (de 1 ' ordre de 80 %) des lymphocytes T y6 . 

On cherche ainsi depuis la decouverte des 
lymphocytes T y5 a comprendre le mecanisme de leur 
activation et leurs fonctions physiologiques . 

Certains auteurs ont pense que les 
35 lymphocytes T y6 repondent a un antigene forme d ' une 
proteine telle que HSP60 . D'autres auteurs ont cependant 
contredit cette these. Neanmoins, il n'a pas encore ete 
possible d" isoler un antigene des lymphocytes T yo . 
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II a ete aussi demontre que les lymphocytes 
TyQ reconnaissent et lysent les cellules cancereuses et les 
cellules infectees, notamment par les mycobac ter ies , et 
s'accumulent sur certains sites infectieux. 
5 Or, les affections sus-mentionnees dans 

lesquelles les lymphocytes Ty 5 interviennen t sont pour la 
plupart considerees a ce jour comme par ticulieremen t 
severes. En consequence, depuis la decouverte des 
lymphocytes Ty§, on cherche a mettre en evidence le (les) 

10 antigene(s) susceptible ( s ) de les activer et a expliquer la 
raison de leur presence en grand nombre dans le sang 
peripherique de l'adulte. 

Par ailleurs, dans certains cas, les 
lymphocytes TyQ agissent comme des agents pathogenes qu'il 

15 serait souhaitable de pouvoir inhiber. Tel est le cas en 
particulier dans le cadre des maladies auto-immunes, telles 
que la sclerose en plaques. 

L 1 invention vise done, de fagon generale, a 
proposer des moyens pour controler la proliferation et/ou 

20 l'activite cytotoxique des lymphocytes T y5 , notamment des 
lymphocytes Ty 9&2 humains, que ce soit pour les stimuler en 
vue de favoriser leur role immunitaire, ou pour les inhiber 
lorsqu'ils sont impliques dans une pathologie, notamment 
auto-immune . 

25 Ainsi, 1* invention vise a proposer des 

composes isoles activateurs des lymphocytes T y6 , notamment 
des lymphocytes Ty 962 t leur procede de preparation, leur 
utilisation dans une composition pharmaceutique, notamment 
vaccinante, et leurs diverses utilisations therapeutiques 

30 pour le traitement preventif ou curatif de 1 1 homme ou de 
1 ' animal . 

L' invention vise en particulier a proposer 
un procede et une composition pour stimuler la reponse 
immunitaire mediee par les lymphocytes T^ 5 . Et 1' invention 
35 vise a proposer une utilisation de ce procede ou de cette 
composition dans le traitement preventif (vaccin) ou 
curatif ( immunomodulateur ) : des maladies infectieuses a 
germes procaryotes ou eucaryotes -notamment 
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mycobacteriennes, a streptocoques ou a Plasmodium- ; et/ou 
des pathologies tumorales ou leucemiques ; et/ou des 
pathologies d ' immunodef iciences telles que le SIDA. 

L' invention vise egalement a proposer un 
5 procede pour isoler et/ou caracteriser des composes 
activant les lymphocytes T^g, notamment des lymphocytes 
Ty952 humains. 

L' invention vise en outre a proposer une 
composition destinee a inactiver les lymphocytes Ty§, et 
10 plus particulierement une composition therapeut ique 
inactivant la cytotoxicity des lymphocytes Ty§ impliques 
dans des pathologies auto-immunes telles que la sclerose en 
plaques . 

Pour ce faire, 1' invention concerne un 

15 compose organo-phosphore hydrosoluble de nature non- 
peptidique, activateur des lymphocytes T y& humains a 
recepteurs TCR comprenant les regions variables V^g et V52/ 
ce compose comprenant au moins une liaison ester 
acidolabile de l'acide phosphorique, le caractere 

20 activateur de ce compose vis-a-vis des lymphocytes Ty5 
disparaissant lorsqu'il est place en presence d ' un melange 
enzymatique comprenant au moins une monoester phosphorique 
phosphohydrolase et au moins une diester phosphorique 
phosphohydrolase . Selon 1' invention, le melange enzymatique 

25 peut comprendre une pyrophosphohydrolase a titre de diester 
phosphorique phosphohydrolase . 

Un compose selon 1' invention presents un 
caractere anionique mesure par chromatographic HPAEC a 
detection conduct imetr ique en mode de suppression chimique 

30 qui est superieur a celui de l'acide phosphonof ormique et 
inferieur a celui de la thymidine 5' triphosphate. 
Egalement, 1' invention concerne un compose caracterise en 
ce que, apres traitement par une enzyme diester 
phosphorique phosphohydrolase, il presente un caractere 

35 anionique mesure par chroma tographie HPAEC a detection 
conductimetrique en mode de suppression chimique qui est 
superieur a celui de l'acide phosphonof ormique et inferieur 
a celui de la thymidine 5' triphosphate. En effet, 
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1' invention comprend les composes phosphodies ter 

X-Phosphate-R dont la degradation par 1' enzyme diesterase 
libera le principe actif minimum X-Phosphate. 

Egalement, 1' invention concerne un compose 
5 qui presente un caractere hydrophobe mesure par 
chromatographic HPLC sur phase inverse de type CI 8 eluee en 
paire d'ions avec 1' acetate d* ammonium qui est inferieur a 
celui de la thymidine 5* monophosphate. Plus 
particulierement, un compose selon 1 ' invention est 
10 caracterise en ce que son activation sur les lymphocytes 
TyQ est inhibee en presence d'anticorps monoclonaux 
specifiques des TCR humains comprenant les regions 
variables V^g ou V52 . 

Un compose selon 1 ' invention comprend au 
15 moins un substituant X de masse moleculaire inferieure a 
500, qui est distinct d 1 un acide nucleique, d'un 
oligosaccharide, d'un acide gras (c'est-a-dire un acide 
carboxylique sature comprenant au moins quatre carbones), 
d f un protide, d 1 un alcaloide et d'un steroide, et qui est 
20 lie dans le compose a un groupement phosphoryle par une 
liaison covalente acidolabi le susceptible d'etre clivee en 
presence d'une monoester phosphatase. En effet, il apparait 
que la presence de la sequence X-Phosphate suffit pour 
conferer un pouvoir antigenique au compose selon 
25 1 ! invention a 1 ' egard des lymphocytes T^g. 

Par ailleurs, au moins un des composes 
organo-phosphores selon 1 ' invention comporte au moins un 
groupement nucleot idique . En particulier, l 1 invention 
concerne un compose repondant* a la formule X-Phosphate-R ou 
R est un hydrogene ou un substituant mineral ou organique, 
notamment un groupement nucleos idique , et X est un 
substituant tel que mentionne ci-dessus. 

En particulier, 1 ' invention concerne un 
compose repondant a la formule : 



30 



35 



40 




X- O-P -o-R 
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ou : 

R est un hydrogene ou un substituant mineral ou organique, 
n est un nombre entier non nul. 

L' invention concerne aussi un compose 
constitue d ' un produit d'hydrolyse obtenu a partir d'un 
compose selon 1 ' invention qui comprend la thymidine liee a 
un groupement phosphoryle par le cinquieme carbone de son 
radical 2-desoxyribose , cette hydrolyse pouvant notamment 
etre obtenue par 1' action enzymatique d'une nucleotide 
pyrophosphatase et/ou d'une diester phosphorique 
phosphohydrolase . 

Egalement, 1' invention concerne un compose 
constitue d'un monoester phosphorique acidolabile de masse 
moleculaire inferieure a 500 distinct de la thymidine 5' 
monophosphate, de la thymidine 5' diphosphate, de la 
thymidine 5 f diphosphate glucose et de la thymidine 5' 
triphosphate. 

Egalement, 1' invention concerne un compose 
constitue d'un diester phosphorique acidolabile de masse 
moleculaire inferieure a 1 000, distinct de la thymidine 5' 
monophosphate, de la thymidine 5* diphosphate, de la 
thymidine 5 1 diphosphate glucose et de la thymidine 5' 
triphosphate . 

Un compose selon 1' invention constitue un 
antigene isole des lymphocytes T y5 humains, notamment des 
lymphocytes T a recepteurs TCR comprenant les regions 
variables V y9 et V 52 , et peut etre utilise en tant que tel. 

II est a noter que contrairement au prejuge 
general de l'art anterieur, et de fagon surprenante, un 
antigene selon 1 ' invention n'est pas peptidique. II n'est 
pas non plus constitue d'une proteine telle que hsp60 ou 
hsp65, ni d'un peptide en derivant. C'est pourquoi, les 
procedes tradi t ionnels mis en oeuvre dans 1 * art anterieur 
pour isoler ces antigenes a partir d'une solution 
antigenique, et qui supposent que les antigenes sont" de 
nature proteique, ont echoue. 

L 1 invention concerne aussi une composition 
pharmaceutique, et plus particulierement une composition 
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vaccinante comprenant au moins un compose organo-phosphore 
selon 1 ' invention. 

Et 1' invention concerne 1 ' utilisation d'au 
moins un compose organo-phosphore selon 1 ' invention pour le 
5 traitement preventif ou curatif des maladies infectieuses 
bacteriennes , notamment mycobacter iennes comme la lepre ou 
la tuberculose, et/ou des affections tumorales ou 
leucemiques et/ou des parasitoses et/ou des maladies 
d ' immunodef iciences telles que le SIDA et/ou des maladies 

10 parasitaires, notamment du paludisme, de 1 1 homme ou de 
1' animal. L 1 invention concerne ainsi 1 ' utilisation d'au 
moins un compose organo-phosphore selon 1 1 invention pour 
obtenir une composition pharmaceut ique destinee au 
traitement preventif ou curatif de ces maladies, notamment 

15 par voie generale. Plus particulierement, la composition 
pharmaceutique est formulee sous une forme galenique 
permettant son administration par voie intravasculaire ou 
intramusculaire, c'est-a-dire directement dans le sang au 
contact des lymphocytes T y 5 qui doivent etre actives. 

20 L' invention concerne aussi un procede pour 

caracteriser un antigene des lymphocytes Ty§ humains, 
notamment un compose selon l f invention, caracterise en ce 
que : 

- 1 1 on verifie qu'il induit une activation 

25 des lymphocytes, 

- 1 ' on verifie que cette propriete vis-a- 
vis des lymphocytes disparait lorsqu'il est place en 
presence d * un melange enzymatique comprenant au moins une 
monoester phosphorique phosphohydrolase et au moins une 

30 diester phosphorique phosphohydrolase. 

L' invention concerne aussi un procede pour 
preparer et/ou isoler et/ou caracteriser au moins un 
compose selon 1' invention, caracterise en ce qu'on soumet 
une solution aqueuse activant les lymphocytes T y Q humains a 

35 au moins une etape de separation par chromatographic 
preparative en differentes fractions, et en ce que 1 * on 
teste I'activite de chaque fraction sur des lymphocytes Ty$ 
humains. Le procede selon 1' invention pour isoler au moins 
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un compose selon 1 1 invention est caracterise par les etapes 
suivantes : 

- on cultive une souche d'etres vivants 
unicellulaires susceptible d'activer les lymphocytes T y $ 
humains a recepteurs TCR comprenant les regions variables 

- on realise un extrait brut de la souche 
ou on collecte son milieu de culture, et on separe les 
composants hydrosolubles de cet extrait ou milieu, 

- on separe une solution aqueuse comprenant 
ces composants hydrosolubles par chroma tographie 
preparative en differentes fractions susceptibles d'activer 
des lymphocytes T y6 humains a recepteurs TCR comprenant les 
regions variables V^g V 52 . 

15 Selon 1' invention, on cultive une souche de 

bacteries, notamment de mycobac teries , on effectue une' 
extraction lipidique, et on separe la phase agueuse de 
l 1 extrait lipidique brut. , En particulier, on cultive 
Mycobacterium tuberculosis souche H37Rv ou H37Ra . 

20 En variante, avantageusemen t et selon 

1' invention, on cultive une souche de mycobacteries dont la 
croissance est rapide. Plus particulierement , on cultive 
Mycobacterium fortuitum biovar fortuitum apte a secreter le 
(les) compose(s) dans le milieu de culture. 

25 Selon 1' invention, l'etape de separation 

par chromatographie comprend une separation anionique par 
chromatographie echangeuse d* anions avec une solution 
saline dont on recupere l'eluat salin qui active les 
lymphocytes T y g. Avan tageusement , on prevoit une separation 

30 de la solution saline qui active les lymphocytes T y6 , 
suivie d ' un sechage. 

Selon 1' invention, l'etape de separation 
par chromatographie comprend au moins une separation 
preparative des differents principes actifs de l'eluat par 

35 chromatographie HPLC sur phase inverse C18 eluee en paire 
d'ions et/ou par chromatographie echangeuse d' anions HPAEC 
avec detection conduct imetrique operant en mode du 
suppression chimique, chaque etape de separation etant 
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suivie d'une mesure de l'activite des differentes fractions 
obtenues sur les lymphocytes T^g. 

Pour caracteriser un compose organo- 
phosphore selon 1* invention, ou soumet une solution aqueuse 
5 de ce compose a un traitement enzymatique en 1 ' incorporant 
dans un melange comprenant au moins une monoester 
phosphorique phosphohydrolase et/ou au moins une diester 
phosphorique phosphohydrolase, et on mesure l'activite de 
ce melange sur des lymphocytes Ty 5 . Si la solution aqueuse 
10 de depart comprend un compose selon 1' invention, on 
constate une disparition de son activite sur les 
lymphocytes T y Q . En outre, selon 1' invention, on soumet la 
solution aqueuse de depart a au moins une analyse 
chromatographique de ses differents principes actifs par 
15 chromatographie HPLC sur phase inverse C1 8 eluee en paire 
d'ions et/ou par chromatographie echangeuse d* anions HPAEC 
avec detection conductimetrique operant en mode de 
suppression chimique, chaque etape de separation etant 
suivie d'une mesure de l'activite des differentes fractions 
20 obtenues sur les lymphocytes T^g. 

L ! invention concerne aussi les composes 
organo-phosphores qui peuvent etre isoles et/ou 
caracterises selon le precede selon 1' invention. 

Par ailleurs, 1* invention concerne aussi 
25 une composition therapeut ique destinee a inhiber la 
proliferation et/ou la cytotoxicity des lymphocytes T y952 
caracterisee en ce qu'elle contient une proportion 
pharmaceutiquement acceptable d * au moins un principe 
presentant une activite enzymatique phosphatase qui est 
30 susceptible de cliver au moins un compose activant des 
lymphocytes T y& humains a recepteurs TCR comprenant les 
regions variables V y9 et V 62 . Selon 1' invention, la 
composition comporte une monoester phosphorique 
phosphohydrolase. En variante ou en combinaison, 
35 avantageusement et selon 1* invention, la composition 
comporte au moins une nucleotide pyrophosphatase et/ou au 
moins une diester phosphorique phosphohydrolase. Selon 
1* invention, la composition comporte au moins une enzyme 
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phosphatase alcaline . 

Selon 1' invention, cette composition est 
formulee sous une forme galenique permettant son 
administration directement au contact du milieu incorporant 
5 les lymphocytes Ty§ auto-immunes pathogenes ou au contact 
d ' un milieu susceptible de transporter la composition au 
contact des lymphocytes Ty§ auto-immunes pathogenes. 

Ainsi, la composition selon 1' invention est 
avantageusement formulee sous une forme galenique 
10 permettant son administration par injection dans le sang 
circulant par exemple, par voie intravasculaire , notamment 
intraveineuse, ou intramusculaire, ou intradermique, ou 
autre . 

L' invention concerne aussi 1 ' utilisation 
15 d'une composition selon 1 ' invention pour obtenir un 
medicament inhibant la cytotoxicity des lymphocytes 1^952 
impliques dans au moins une pathologie auto-immune, 
notamment de la sclerose _ en plaques. En effet, les 
lymphocytes Tyg 5 2 sont impliques dans les degradations 
20 neurologiques de la sclerose en plaques, et la composition 
selon 1' invention vise a inhiber l'activite cytotoxique in 
situ des lymphocytes T y& , c'est-a-dire, leur activite 
destructrice des cellules du systeme nerveux central. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
25 1' invention apparaitront de la description suivante des 
exemples et essais, qui se refere aux figures annexees dans 
lesquelles : 

- la figure 1 est un chromatogramme par 
permeation de gel d 1 un extrait mycobac ter ien incorporant 

30 les composes organo-phosphores selon l f invention, avec 
indication des masses moleculaires estimees, 

- la figure 2 est un chromatogramme 
HPLC CI 8 en paire d' ions obtenu par une etape de separation 
chromatographique d ' un procede de preparation des composes 

35 organo-phosphores selon 1' invention, 

- la figure 3 est un graphe a points 
illustrant 1 * amplification des lymphocytes T y& en culture 
avec un compose organo-phosphore selon 1' invention, 
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- les figures 4a et 4b illustrent le profil 
cy tof luorimetr ique bidimens i onnel des lymphocytes 1^952 en 
culture respectivement sans et avec un compose organo- 
phosphore selon 1' invention, 

5 - la figure 5 est une courbe de titration 

de l'effet lymphoprolif eratif d'un compose organo-phosphore 
selon 1' invention, pour un clone de lymphocytes 1^952- 

- la figure 6 est un spectre de resonance 
magnetique nucleaire ^ H d'un compose organo-phosphore selon 

10 1 1 invention, 

- la figure 7 est un spectre de masse d'un 
compose organo-phosphore selon 1' invention, 

- la figure 8 illustre trois 
chromatogrammes superposes HPLC CI 8- er. paire d ' ions 

15 respectivement de molecules phosphorylees temoins 
inactives ; d'un compose organo-phosphore selon 1' invention 
traite par une monoester phosphohydrolase alcaline ; et une 
nucleotide pyrophosphatase, 

- la figure 9 est un histogramme illustrant 
20 la cytotoxicity induite par un compose organo-phosphore 

selon l f invention, sur les lymphocytes T y& en presence 
d'anticorps monoclonaux de differentes specif icites . 

PREPARATION DES COMPOSES ORGANO-PHOSPHORES ISOLES : 
25 Pour preparer les composes organo- 

phosphorous isoles selon l 1 invention, on part d ' une culture 
d'une souche d'etres vivants unicellulaires susceptible 
d'activer des lymphocytes T y5 humains . Plus 

particulierement , on part d'une culture de Mycobacterium 
tuberculosis (Institut Pasteur, PARIS - FRANCE) qui active 
les lymphocytes 1^952 . On realise ensuite un extrait brut 
de la souche dont on separe la phase aqueuse . Pour ce 
faire, on recueille le voile mycobac terien de la culture 
que l*on traite au chlorof orme/methanol de fagon repetee 
afin de tuer les bacteries et d'en extraire les substances 
lipidiques. On realise une partition des phases aqueuse et 
organique obtenues. 

En variante, on peut aussi partir d'une 



30 



35 
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culture de souche d'une autre mycobac ter ie . En particulier, 
. il est avantageux d'utiliser une mycobacterie a croissance 
rapide et secretant les composes recherches dans le milieu 
de culture. Par exemple, on peut utiliser Mycobacterium 
5 fortuitum biovar fortuitum. Dans ce cas, il n'est pas 
necessaire de realiser un extrait brut/ et il suffit de 
collecter le milieu culture dont on separe les composes 
hydrosolubles . 

La phase aqueuse ainsi obtenue, denommee 
10 ci-apres "extrait ME", contient les composes que 1 ' on 
separe par chromatographic preparative en fractions 
susceptibles d'activer les lymphocytes 1^952 • 

On determine 1 ' activite des fractions 
chromatographiques en examinant la proliferation induite 
15 d'un clone de lymphocytes 1^952 humains actifs sur les 
mycobacterias de depart (par exemple le clone G1 1 5 ) par la 
methode decrite par F. DAVODEAU et al . , Journal of 
Immunology Vol. 151, P 1214 (1993) (test de lympho- 
prolif eration ) . 

20 Les composes sont purifies de 1' extrait ME 

par une separation chromatographique echangeuse d' anions, 
suivie d'une separation chromatographique de la solution 
saline par une colonne d'acide silicique, et d'une 
separation chromatographique HPLC sur phase inverse CI 8 en 

25 paires d'ions et/ou d'une separation chromatographique 
echangeuse d* anions HPAEC . 

Plus precisement, les solutions de 
1' extrait ME sont passees dans une colonne echangeuse 
d' anions de type diethy laminoethy 1 (DEAE) dans laquelle les 

30 principes actifs sont elues par des concentrations 
croissantes de l 1 acetate d 1 ammonium. L' activite 
stimulatrice de chaque eluat est testee sur le clone G1 1 5 
par le test de lymphoproli f eration . Les eluants actifs sur 
le clone G1 1 5 sont traites ensuite dans une colonne 

35 chromatographique d'acide silicique pour les separer de la 
solution saline d' acetate d' ammonium. Les eluants 
successifs utilises sont l'ethanol 100 %, l'ethanol 90 %, 
le propanol 2 100 % et le propanol H 2 0 (70 % - 30 %). Les 
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eluats sont seches et soumis au test de 

lymphoprolif eration . On constate que le dernier eluat est 
actif, et contient les composes selon 1' invention. 

Les differents principes actifs de 1' eluat 
5 ainsi obtenu sont ensuite soumis a une separation 
chromatographique sur une colonne C18 de separation de la 
phase hydrophile. Les produits elues en phase aqueuse sont 
ensuite soumis a une separation chromatographique HPLC sur 
une colonne preparative 250/40 C1 8 telle que BISCHOFF 

10 (marque deposee) ULTRASEP 1 O^m eluee en paire d'ions avec 
l'acetate d'ammonium 0,1 M. L'absorption aux differentes 
longueurs d ' ondes est controlee par un detecteur 
d 1 absorption dans 1 ' ultraviolet . On collecte des fractions 
chromatographiques toutes les 30 secondes pendant une duree 

15 totale de 40 min. 

Le chromatogramme a 260 nm est donne par la 
courbe en pointilles de la figure 2. La courbe en points 
blancs illustre l'activite des differentes fractions 
chromatographiques mesuree par le test de 

20 lymphoprolif eration, Cette activite est exprimee en Kcpm 
(milliers de coups par minute) de la thymidine tritiee 
incorporee par le clone G1 1 5 . Par cette separation 
chromatographique, on constate la presence de quatre 
fractions comportant respecti vement quatre composes selon 

25 1' invention designes TUBagl , TUBag2 / TUBag3 et TUBag4 dans 
leur ordre d'elution croissant. Comme on le voit, figure 2, 
chague fraction active est de composition heterogene. 
Chaque fraction active est indi viduellement 

chromatographic a nouveau par une separation 

30 chromatographique HPLC conforme a la derniere etape sus- 
decri te . 

Chaque fraction est ensuite soumise a une 
separation chromatographique echangeuse d 1 anions HPAE eluee 
par un gradient de soude 0,1 M e t de methanol dans 1 ' eau . 
35 Par ailleurs, cette chroma tographie permet de mesurer le 
caractere anionique des differents composes selon 
l 1 invention revele par un detecteur conduct imetrique 
operant en mode de suppression chimique. Cette separation 
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chromatographique permet aussi de controler 1 ' homogeneite 
des composes ainsi purifies. 

Le tableau I fournit les temps de retention 

des quatre composes purifies et de diverses biomolecules 
etalons par HPAEC . 

TABLEAU I 

TEMPS DE RETENTION ( RT ) 

(exprimes en minutes +/- 0,05 min.) 



COMPOSE 


RT 


COMPOSE 


RT 


COMPOSE 


RT 


TUBagl 


7, 67 


Glucose 1P 


1 , 46 


TMP5 ' 


7, 67 


TUBag2 


7,67 


Serine P 


6, 26 


TDP5 ' Glc 


7, 67 


TUBag3 


14,0 


PF 


7,13 


TDP5 ' 


12,66 


TUBag4 


13,0 


PEP 


7,97 


TTP5 ' 


1 7 , 27 



1 0 



1 5 



20 



25 



Abreviations : P : phosphate, PF : acide phosphonof ormique , 
PEP : acide phosphoenolpyruvique , TMP5 1 : thymidine 5' 
monophosphate, TDP5 1 : thymidine 5" diphosphate, TDP5 ' 
Glc : thymidine 5' diphosphory 1-1 glucose, TTP5 1 : 
thymidine 5* triphosphate. 

Colonne utilisee : echangeuse d' anions sur support 

pelliculaire modele AS11 Dionex (marque deposee) 250/4 mm, 
Eluant utilise : 2 ml/min compose de la sequence suivante : 

- de 0 a 1 min : isocratique 90 % H 2 0 + 10 % NaOH (0,1 M), 

- de 1 a 12,5 min : gradient atteignant 50 % H 2 0 + 50 % 
NaOH (0,1 M) a 12,5 min, 

- de 12,5 a 22 min : gradient atteignant 5 
50 % NaOH (0,1 M) + 45 % Methanol a 22 min, 

gradient atteignant 90 
23 min, 
isocratique 90 % H 2 0 + 



10 



H 2 0 + 
H 2 0 + 
% NaOH 



- de 22 a 23 min 
1 0 % NaOH (0,1 M) a 
30 - de 23 a 28 min : 
(0, 1 M) . 

Detecteur utilise : conduct imetre precede d 1 un suppresseur 
ionique a membrane DIONEX (marque deposee). 

Comme on le voit, le caractere anionique de 
35 TUBagl et TUBag2 est analogue a celui de la thymidine 5' 
monophosphate (TMP). Egalement, le caractere anionique des 
antigenes isoles TUBag3 et TUBag4 est plus important que 
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celui de la thymidine 5' diphosphate, mais moins important 
.que celui de la thymidine 5' triphosphate. 

Le caractere anionique des composes 
antigeniques TUBagl , TUBag2, TUBag3 et TUBag4 est done 
5 superieur a celui de I'acide phosphonof ormique et inferieur 
a celui de la thymidine 5' triphosphate. 



ANALYSE DE LA STIMULATION DES LYMPHOCYTES T y962 PAR LE 
COMPOSE TUBag4 : 

10 On a recueilli les lymphocytes du sang 

circulant de quatre donneurs humains sains. Ces lymphocytes 
sont cultives en presence d ' in terleukine 2 pendant 10 
jours, avec ou sans le compose TUBag4 / en quantite 
saturante. En fin de culture, les nombres de lymphocytes 

15 Ta/3, T y& ou CD3- ( non T) sont compares dans chacune des 
deux cultures. 

La figure 3 presente le rapport 
d ' amplification, soit le rapport du nombre de cellules en 
culture avec TUBag4 sur le nombre de cellules en culture 

20 sans TUBag4 . Chaque point represente un donneur. Comme on 
le voit, TUBag4 induit en culture une amplification 
specif ique polyclonale des lymphocytes T y5 d'un facteur 
compris entre 40 et 500 selon les individus. 

Les figures 4a et b presentent le phenotype 

25 du recepteur TCR des lymphocytes du sang circulant d'un 
donneur humain sain cultives en 1' absence (figure 4a) et en 
presence (figure 4b) de TUBag4. Comme on le voit, TUBag4 
induit une amplification massive mais selective des 
lymphocytes ^952. 

30 La figure 5 presente la titration de 

1* effet proliferatif de TUBag4 sur un clone de lymphocytes 
T y962 (Gil 5) mesure par le test de lymphoprolif eration . 
Comme on le voit (courbe a points noirs), on a constate un 
effet proliferatif de TUBag4 a partir d'une concentration 

35 de l'ordre de 1 ng/ml. La courbe en points blancs traduit 
1' effet proliferatif en 1 1 absence de TUBag4. 

Des resultats analogues obtenus avec 
TUBagl, TUBag2 et TUBag3 confirment le caractere 
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antigenique commun de ces composes pour les lymphocytes 
T y6- 

ANALYSE STRUCTURALE DES COMPOSES ISOLES : 

On a tout d ' abord soumis la phase aqueuse 
5 de I'extrait mycobac terien (ME) mentionnee ci-dessus a deux 
experiences. Dans la premiere experience, le test de 
lymphoprolif eration sur le clone G1 1 5 a ete conduit sur 
I'extrait ME seul, sur I'extrait ME en presence de 
proteinase K (Merck, 6 mU/mp, 2 h a 37° C) , et sur 

10 I'extrait ME en presence de periodate ( 1 OmM de NaHI04, 2 h 
a 37° C). Dans la seconde experience, le test a ete conduit 
sur I'extrait ME seul, puis sur I'extrait ME en presence 
d' enzyme monoester phosphorique phosphohydrolase notamment 
la phosphatase alcaline. Les lymphoproli f erations 

15 specif iques obtenues sont exprimees dans le tableau II 
suivant, apres soustraction de la proliferation spontanee 
(non stimulee) du clone G1 1 5 : 



TABLEAU II 



20 





proliferation du clone 
G 115 (cpm) 


Experience 1 
ME 

ME traite avec proteinase K 
ME traite avec periodate 

Experience 2 
ME 

ME traite avec phosphatase 
alcaline 


12 000 
12 000 
2 000 

1 5 000 
7 000 



Ainsi, I'extrait antigenique ME active le 



clone Gil 5 de lymphocytes T y 962- Cet extrait ME est 
resistant aux proteases, mais son activite sur le clone 

35 G1 1 5 est inhibee en presence de periodate. L' extrait ME 
subit done une degradation par l'acide periodique. De plus, 
I'extrait ME est part iellement degrade sous 1' action 
enzymatique d ' une phosphatase alcaline. En consequence,' les 
antigenes sont hydrosolubles , de nature non-peptidique , 

40 mais sont acidolabiles et organo-phosphores . 

A partir de cet extrait ME, on realise une 
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separation chroma tographique par filtration de taille avec 
. une colonne permettant la resolution des masses 
moleculaires comprises entre 400 et 10000, et dans laquelle 
les principes actifs sont elues par une solution saline 
5 d' acetate d' ammonium 0,1 M . Le contenu osidique des 
fractions recueillies est teste (figure 1, points blancs ) 
par reaction colorimetr ique avec l'anthrone sulfurique 
mesuree a une longueur d 1 onde de 630 nm. Par ailleurs, 
l'activite antigenique de chaque fraction obtenue est 

10 testee sur le clone Gil 5 (points noirs sur la figure 1) par 
le test de lymphoprolif eration . 

II ressort de la figure 1 que les fractions 
actives sur les lymphocytes ont toutes un poids moleculaire 
inferieur a 1000, et qui peut etre estime de 1 1 ordre de 

15 500. 

Par ailleurs, l'antigene TUBag4 isole a ete 
soumis a une analyse structurale par resonance magnetique 
nucleaire. Le spectre obtenu par 1' analyse ""h 
unidimensionnelle (figure 6) demontre la presence des 

20 groupes 2-desoxyribose et de la thymine. De plus, des 
essais de resonance magnetique bidimensionnelle , 
homonucleaire ''h 1 H et heteronucleaire 1 3 C permettent 

d' identifier de fagon claire la liaison du groupement 
thymine par son premier azote au carbone anomerique du 

25 radical 2-desoxyribose. De surcroit, les resultats 
permettent de postuler la liaison du cinquieme carbone du 
radical 2-dezoxyribose a un groupement phosphoryle. 

Par ailleurs, le spectre obtenu par 
spectrometrie de masse (figure 7) confirme la presence du 

30 groupement phosphoryle dans le compose TUBag4 r Sur cette 
figure, on note egalement la presence de pics pour des 
valeurs du rapport masse sur charge de 126 et de 155, qui 
confirment la presence de la thymidine. 

Cependant, le test de lymphoprolif eration 

35 sur le clone G1 1 5 effectue avec la thymidine * 5' 
monophosphate, la thymidine 5' diphosphate et la thymidine 
5' triphosphate demontre 1' inactivity de ces composants sur 
les lymphocytes. En consequence, les composes antigeniques 
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selon 1' invention, ne sont pas exclus i vemen t constitues de 
ces thymidines 5' phosphatees. 

Par ailleurs, les quatre composes actifs 
obtenus par separation chromatographique ont ete soumis a 
5 des effets de degradation enzymatique par des phosphatases. 
Les enzymes utilisees ont ete la monoester phosphorique 
phosphohydrolase alcaline MP (EC 3.1.3.1), la diester 
phosphorique phosphohydrolase DP (EC 3.1.4.1) de venin de 
crotale, et la nucleotide pyrophosphatase NPP (EC 3.6.1.9) 

10 de venin de crotale. 

L 1 action de chacun des composes mis au 
contact respecti vement avec chacune de ces enzymes sur le 
clone G1 1 5 est resumee dans le tableau III suivant dans 
lequel le signe + indique que le compose a conserve une 

15 activite alors que le signe - indique la disparition de 
toute activite a 1 ' egard des lymphocytes. 



TABLEAU III 



Antigene 


Sans 

traitement 


Avec 
AP 


Avec 
NPP 


Avec 
AP + NPP 


Avec 
DP 


Avec 
AP + 
DP 


TUBagl 






+ 








TUBag2 














TUBag3 




+ 










TUBag4 




+ 


clivage 
(activite 
de TUBagl ) 




clivage 
(activite 
de TUBagl ) 





Comme on le voit, la monoester phosphorique 
phosphohydrolase (AP) inactive TUBagl et TUBag2 y mais 
30 n' inactive pas TUBag3 et TUBag4. En consequence, TUBagl et 
TUBag2 sont des monoesters phosphor iques . 

Par contre, la nucleotide pyrophosphatase 
(NPP) n' inactive pas TUBagl et TUBag2, mais inactive TUBag3 
et clive TUBag4 . En consequence, la presence d'un noyau 
35 nucleotidique est confirmee dans TUBag3 et TUBag4. 

L ' association d ' une monoester phosphorique 
phosphohydrolase et d 1 une nucleotide pyrophosphatase sur 
les antigenes inactive 1 1 integrali te de ces antigenes. Les 
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memes resultats sont obtenus sur TUBag4 en remplacant la 
nucleotide pyrophosphatase (NPP) par la diester 
phosphorique phosphohydrolase (DP) de venin de crotale. 

Par ailleurs, l'activite des antigenes en 
• presence des enzymes a ete analysee par chromatographie 
HPLC sur face inverse CI 8 en paire d'ions. Les resultats 
sont illustres par la figure 8 sur laquelle la courbe 
superieure en traits pointilles illustre le profil des 
thymidines TTP, TDP, TDPGlc et TMP . La courbe mediane 
illustre les resultats de la separation chromatographique 
de TUBag4 prealablement traite par la monoester 
phosphorique phosphohydrolase, et la courbe inferieure 
illustre l'activite de TUBag4 prealablement traite par la 
nucleotide pyrophosphatase. 
15 Comme on le constate sur cette derniere 

courbe, le compose TUBag4 soumis a 1 ' enzyme nucleotide 
pyrophosphatase fournit le compose TUBagl . 

En consequence, 1 ' ensemble de ces 
experimentations demontre que les composes selon 
1" invention sont des esters phosphoriques s tructuralement 
apparentes . 

Par ailleurs, TUBag3 et TUBag4 presentent 
un substituant qui est un groupement nucleosidique 
identifie dans TUBag4 comme la thymidine liee au groupement 
phosphoryle dans 1' ester par le cinquieme carbone de son 
radical 2-desoxyribose . 

Egalement, TUBagl est le produit de 
l'hydrolyse de TUBag4 par 1' action enzymatique d'une 
nucleotide pyrophosphatase ou d'une diester phosphorique 
30 phosphohydrolase. 

Ainsi, TUBagl est un monoester phosphorique 
qui est le produit actif de l'hydrolyse spontanee ou 
enzymatique de TUBag4 ; TUBag2 est un monoester 
phosphorique de caractere anionique analogue a celui de 
35 TUBagl mais de caractere hydrophobe superieur ; TUBag3'est 
un diester pyrophosphorique nucleotidique ; et TUBag4 est 
un diester diphosphorique ou tr iphosphor ique de la 5' 
thymidine incorporaht TUBagl 



20 



25 
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Pour caracteriser un compose purifie selon 
1' invention, il suffit done de : 

- demontrer qu'ii induit une activation des 
lymphocytes Ty9&2' P ar exemple par un test de 
lymphoprolif era t ion , 

- demontrer que cette activite vis-a-vis 
des lymphocytes r Tyg&2 disparait soit en presence d'une 
monoester phosphorique phosphohydrolase (sa structure 
s'apparente done a celle de TUBagl ou de TUBag2), soit en 
presence d'une part d'une monoester phosphorique 
phosphohydrolase et, d' autre part, d'une diester 
phosphorique phosphohydrolase et/ou d'une 
pyrophosphohydrolase (sa structure s'apparente done a celle 
de TUBag3 ou de TUBag4). 

Pour identifier precisement la nature du 
compose, il suffit en outre d'observer son ordre d'elution 
a la chromatographie HPLC de type CI 8 eluee en paire d'ions 
avec l f acetate d' ammonium 0,1 M en le comparant a ceux 
obtenus avec une solution contenant les composes selon 
1' invention isoles a partir de l'extrait mycobacterien ME 
(figure 2), et de determiner son temps de retention en 
chromatographie HPAEC et le comparer au tableau I ci- 
dessus . 

Par ailleurs, si on dispose d'une solution 
heterogene incorporant un compose selon 1' invention, on 
peut caracteriser la presence de ce compose organo- 
phosphore antigenique en soumettant cette solution aux 
etapes de separation chromatographique mentionees ci-dessus 
pour l'extrait mycobacterien ME, notamment au moins une 
separation preparative des differents principes actifs de 
l'eluat par chromatographie HPLC sur phase inverse CI 8 
eluee en paire d'ions et/ou par chromatographie echangeuse 
d* anions HPAEC avec detection conductimetrique operant en 
mode de suppression chimique, chaque etape de separation 
etant suivie d'une mesure de 1' activite des differentes 
fractions obtenues sur des lymphocytes T v6 . 
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CYTOTOXICITE DES LYMPHOCYTES T y6 EN PRESENCE DES COMPOSES 
ORGANO-PHOSPHORES ISOLES : 

L'activite cytolytique d'un clone de 
lymphocytes T y962 (G115) et d'un clone controle de 
5 lymphocyte T non y6 ( BH ) contre des cellules cibles est 
mesuree en 1' absence ou en presence du compose TUBag4 . 

Cette activite induite par TUBag4 est 
determine par la formule suivante : ( % de lyse specif ique 
en presence de TUBag4) - ( % de lyse specif ique sans 
1 0 TUBag4 ) . 

Cette cytotoxicity est estimee a un rapport 
de cellules tueuses sur cellules cibles de 20 pour 1 . 

Les resultats sont illustres par le tableau 

IV suivant : 



TABLEAU IV 



CELLULES CIBLES 


LYSE INDUITE 






PAR TUBag4 


ORIGINE 


NOM 


NATURE 


G1 1 5 


BH 


Humaine 


DAB 


BLCL 


32 


0 




BL70 


B Lymphoma 


21 


0 




BL2195 


B Lymphoma 


37 


3 




RJ225 


B Lymphoma 


25 


0 




RAJI 


B Lymphoma 


32 


0 




BL301 95 


B Lymphoma 


20 


0 




BL 30 


B Lymphoma 


34 


5 




KGI 


T Lymphoma 


16 


0 




THPI 


T Lymphoma 


1 2 


0 




KE6TG 


T Lymphoma 


26 


0 




HSB2 


T Lymphoma 


21 


0 




MRC5 


Fibroblast 


39 


0 


Murine 


DA2 


Inconnue 


1 4 


6 




BW51 47 


Thymoma 


1 2 


0 




A20 


B Lymphoma 


22 


0 




SP20 


Myeloma 


9 


0 




P81 5 


Mastocytoma 


32 


0 



20 



25 



30 



35 



40 



Comme on le voit, TUBag4 induit une lyse de 
toutes les cellules cibles par le clone G1 1 5 seulement, 
mais n* induit pas de lyse par le clone controle BH. 

Cette activite lytique n'est pas specifique 
de la cellule cible. Cette activite cytolytique n'est pas 
non plus restreinte par le complexe MHC . En particulier, 
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les composes antigeniques selon 1 ' invention activent la 
cytotoxicity du lymphocyte T y § G1 1 5 sur differentes 
cellules cancereuses issues de donneurs dif ferents humains 
ou de souris. 

5 De plus, il a ete demontre que les composes 

selon 1' invention activent directement 1' activite 
cytotoxique du lymphocyte Ty5 G1 1 5 sans interferer avec la 
cellule cible. 

Cette demonstration a ete effectuee par des 

10 essais de pre-incubation dont les resultats indiquent que 
TUBag4 active directement le clone 1^952- 

Cette interaction directe implique TUBag4 
et le TCR V^g V 52 comme I'indique 1* inhibition totale de 
cette activite cytotoxique lorsque 1' experience est 

15 effectuee en presence d'anticorps monoclonaux diriges 
contre le TCR ^952 (figure 9). Par contre, les anticorps 
anti-TCR V 61 , HLA DR, HLA DP/DR et HLA 1 n ' inhibent pas 
cette activite cytotoxique.. Cela confirme 1 1 absence -de 
restriction par le MHC de cette reponse lymphocy taire . 

20 L'eff icacite therapeut ique des composes et 

compositions selon 1 ' invention n'est done pas limitee par 
les caracteristiques tissulaires du patient traite, et ce 
contrairement a la plupart des vaccins connus . 

L 1 invention permet ainsi de stimuler ou 

25 d'inhiber, e'est-a-dire de moduler, la proliferation et/ou 
la cytotoxcite des lymphocytes Ty$. A ce titre, on peut 
done utiliser un compose organo-phosphore tel que TUBagl , 
TUBag2, TUBagS, TUBag4, ou un compose incorporant ces 
composes organo-phosphores ou un groupement similaire, pour 

30 obtenir une composition pharmaceu t ique pour le traitement 
preventif ou curatif des maladies de 1 1 homme ou de 1 ' animal 
dans lesquelles les lymphocytes T y5 sont impliques, 
notamment les maladies infectieuses (en particulier 
mycobacteriennes telles que la lepre ou la tuberculose) ; 

35 les affections tumorales ou leucemiques de 1 ' homme ou de 
1' animal ; les parasitoses ; les pathologies immuno- 
deficiences telles que le SIDA, . . . 

A 1' inverse, on peut aussi inhiber 



BN8DOC1D: <WO_e620e73A1JU> 



WO 95/20673 




PCT/FR95/00092 



l'activite des lymphocytes T y § in situ en utilisant une 
enzyme degradant ies antigenes formes des composes organo- 
phosphores selon 1' invention. Selon l'antigene concerne, on 
utilise une monoester phosphatase et/ou une diester 
5 phosphatase (y compris une pyrophosphatase telle qu 1 une 
nucleotide pyrophosphatase) . 
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REVENDICATIONS 
1/ - Compose organo-phosphore hydrosoluble 
de nature non-pept idiqtie , activateur des lymphocytes Ty$ 
humains a recepteurs TCR comprenant les regions variables 
3 Vyg et V52/ ce compose comprenant au moins une liaison 
ester acidolabile de l'acide phosphor ique , le caractere 
activateur de ce compose vis-a-vis des lymphocytes T y& 
disparaissant lorsqu'il est place en presence d ' un melange 
enzymatique comprenant au moins une monoester phosphorique 
phosphohydrolase et au moins une diester phosphorique 
phosphohydrolase . 

2/ - Compose selon la revendication 1 , 
caracterise en ce qu'il presente un caractere anionique 
mesure par chroma tographie HPAEC a detection 
15 conductimetrique en mode de suppression chimique qui est 
superieur a celui de l'acide phosphonof ormique et inferieur 
a celui de la thymidine 5* triphosphate. 

3/ - Compose selon 1 ' une des revendica tions 
1 et 2 caracterise en ce que, apres traitement par une 
20 enzyme diester phosphorique phosphohydrolase, il presente 
un caractere anionique mesure par chromatographic HPAEC a 
detection conductimetrique en mode de suppression chimique 
qui est superieur a celui de I'acide phosphonof ormique et 
inferieur a celui de la thymidine 5' triphosphate. 
25 4 / ~ Compose selon 1 ' une des revendications 

1 a 3, caracterise en ce qu'il presente un caractere 
hydrophobe mesure par chromatographic HPLC sur phase 
inverse de type CI 8 eluee en paire d'ions avec 1' acetate 
d' ammonium, inferieur a celui de la thymidine 5* 
30 monophosphate. 

5/ - Compose selon l'une des revendications 
1 a 4, caracterise en ce que son effet d'activation sur les 
lymphocytes T y5 est inhibe en presence d'anticorps 
monoclonaux specifiques de TCR humains comprenant les 
35 regions variables V^g et v 62 . 

6/ - Compose selon l'une des revendications 
1 a 5, caracterise en ce qu'il comprend au moins un 
substituant X d ' un atome de phosphore de masse moleculaire 
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inferieure a 500, qui est distinct d'un acide nucleigue, 
d'un oligosaccharide, d'un acide gras, d'un protide, d'un 
alcaloide et d'un steroide, et qui est lie dans le compose 
a un groupemeht phosphoryle par une liaison covalente 
5 acidolabile susceptible d'etre clivee en presence d ' une 
monoester phosphatase. 

7/ - Compose selon la revendication 6, 
caracterise en ce qu'il repond a la formule : 

X- O-P -0-R 

15 ou : 

R est un hydrogene ou un substituant mineral ou organique, 
n est un nombre entier non nul . 

8/ - Compose selon l'une des revendications 
1 a 7, caracterise en ce qu'il comporte au moins un 
20 groupement nucleosidique. 

9/ - Compose selon la revendication 8, 
caracterise en ce que le groupement nucleosidique est la 
thymidine liee a un groupement phosphoryle par le cinquieme 
carbone de son radical 2-desoxyribose . 

25 10/ - Compose selon l'une des 

revendications 1 a 7, caracterise en ce qu'il est constitue 
d'un produit de l'hydrolyse d'un compose selon la 
revendication 9 par 1' action enzymatique d ' une nucleotide 
pyrophosphatase et/ou d 1 une diester phosphorique 

30 phosphohydrolase . 

11/ - Compose selon l'une . des 

revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il est 
constitue d'un monoester phosphorique acidolabile de masse 
moleculaire inferieure a 500 distinct de la thymidine 5' 
monophosphate, de la thymidine 5' diphosphate, de la 
thymidine 5' diphosphate glucose et de la thymidine. 5' 
triphosphate . 

12/ - Compose selon l'une des 

revendications 1 a 10, caracterise en ce qu'il est 
constitue d'un diester phosphorique acidolabile de masse 
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moleculaire inferieure a 1 000, distinct de la thymidine 5' 
monophosphate, de la thymidine 5' diphosphate,, de la 
thymidine 5' diphosphate glucose et de la thymidine 5' 
triphosphate. 

13/ - Compose selon 1 ' une des 

revendications 1 a 12 pour utilisation comme antigene des 
lymphocytes Ty5 humains. 

14/ - Procede pour caracteriser un antigene 
des lymphocytes TyQ humains caracterise en ce que : 

- l'on verifie gu'il induit une activation 
des lymphocytes, 

- l'on verifie que cette propriete vis-a- 
vis des lymphocytes disparait lorsqu'il est place en 
presence d'un melange enzymatique comprenant au moins une 

15 monoester phosphorique phosphohydrolase et au moins une 
diester phosphorique phosphohydrolase. 

15/ - Procede pour preparer et/ou isoler 
et/ou caracteriser au moina un compose organo-phosphore 
selon l'une des revendications 1 a 13, caracterise en ce 
qu'on soumet une solution aqueuse activant les lymphocytes 
T y6 humains a au moins une etape de separation par 
chromatographic preparative en differentes fractions, et en 
ce que l'on teste l'activite de chaque fraction sur des 
lymphocytes Ty5 humains. 

25 16/ - Procede selon la revendication 15 

pour isoler au moins un compose selon l'une des 
revendications 1 a 13, caracterise par les etapes 
suivantes : 

- on cultive une souche d'etres vivants 
30 unicellulaires susceptible d'activer des lymphocytes T y6 

humains a recepteurs TCR comprenant les regions variables 
v y9 V 5 2, 

- on realise un extrait brut de la souche 
ou on collecte son milieu de culture, dont on separe les 

35 composants hydrosolubles , 

- on separe une solution aqueuse comprenant 
ces composants hydrosolubles par chroma tographie 
preparative en differentes fractions susceptibles d'activer 
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les lymphocytes T y6 humains a recepteurs TCR comprenant les 
regions variables V^g V52. 

17 / - Procede selon la revendication 16, 
caracterise en ce qu'on cultive une souche de 
mycobacteries, on effectue une extraction lipidique, et on 
separe la phase aqueuse de l'extrait lipidique brut. 

18/ - Procede selon la revendication 17, 
caracterise en ce qu'on cultive Mycobacterium tuberculosis. 

■ 19/ - Procede selon 1 ' une des 
revendications 15 et 16, caracterise en ce qu'on cultive 
une souche de mycobacteries aptes a secreter le (les) 
compose(s) dans le milieu de culture. 

20/ - Procede selon la revendication 19, 
caracterise en ce qu'on cultive Mycobacterium fortuitum 
15 biovar fortuitum. 

21/ - Procede selon 1 ' une des 

revendications 15 a 20, caracterise en ce que l'etape de 
separation par chroma t ogr a phie comprend une separation 
anionique par chromatographie echangeuse d ' anions avec une 
solution saline dont on recupere l'eluat qui active les 
lymphocytes T y § . 

22 / ~ Procede selon la revendication 21 , 
caracterise en ce qu'on effectue ensuite une separation de 
la solution saline qui active les lymphocytes T y6 suivie 
25 d 1 un sechage . 

23/ - Procede selon 1 ' une des 

revendications 15 a 22, caracterise en ce que l'etape de 
separation par chromatographie comprend au moins une 
separation preparative des differents principes actifs de 
l'eluat par chromatographie HPLC sur phase inverse CI 8 
eluee en paire d ' ions et/ou par chromatographie echangeuse 
d' anions HPAEC avec detection conducting trique operant en 
mode de suppression chimique, chaque etape de separation 
etant suivie d ' une mesure de l'activite des differentes 
fractions obtenues sur des lymphocytes T^g. 

24/ - Compose activant les lymphocytes 
humains a recepteurs TCR comprenant les regions variables 
V y et V 5 -notamment V y9 et V 62 ~ caracterise en ce qu'il est 
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obtenu par un procede selon l'une des revendicat ions 15 
a 23. 

25/ - Composition pharmaceutique caracte- 
risee en ce qu'elle comporte au moins un compose organo- 
5 phosphore selon l'une des revendications 1 a 1 3 ou 24. 

26/ - Composition vaccinante caracterisee 
en ce qu'elle comporte au moins un antigene selon l'une des 
revendications 1 a 13 ou 24. 

27/ - Utilisation d ' au moins un compose 
10 selon l'une des revendications 1 a 13 ou 24, pour obtenir 
une composition pharmaceutique pour le traitement preventif 
ou curatif des maladies infectieuses de 1 ' homme ou de 
1 1 animal . 

28/ - Utilisation d ' au moins un compose 
15 selon l'une des revendications 1 a 13 ou 24 pour obtenir 
une composition pharmaceutique pour le traitement preventif 
ou curatif des maladies infectieuses mycobacteriennes 
-notamment la lepre ou la tuberculose- de 1 ' homme ou de 
1 1 animal . 

20 29 / ~ Utilisation d ' au moins un compose 

selon l'une des revendications 1 a 1 3 ou 24 pour obtenir 
une composition pharmaceutique pour le traitement preventif 
ou curatif des affections tumorales ou leucemiques de 
1 ' homme ou de 1 ' animal . 

25 3 °/ ~ Utilisation d ' au moins un compose 

selon l'une des revendications 1 a 13 ou 24 pour obtenir 
une composition pharmaceutique pour le traitement preventif 
ou curatif des parasitoses de 1 ' homme ou de 1' animal. 

31/ - Utilisation d 1 au moins un compose 

30 selon l'une des revendications 1 a 1 3 ou 24 pour obtenir 
une composition pharmaceutique pour le traitement preventif 
ou curatif des pathologies d ' immunodef iciences telles que 
le SIDA. 

32/ - Utilisation d ' au moins un compose 
35 selon l'une des revendications 1 a 13 ou 24 pour obtenir 
une composition pharmaceutique pour le traitement preventif 
ou curatif des maladies parasitaires, notamment du 
paludisme . 
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33/ - Composition therapeutique caracte- 
risee en ce qu ' elle contient une proportion 
pharmaceutiquement acceptable d'au moins un principe 
presentant une activite enzymatique phosphatase susceptible 
5 de degrader au moins un compose activant des lymphocytes 
T y& humains a recepteurs TCR comprenant les regions 
variables V^g et V 52 • 

34/ - Composition selon la revendication 
33, caracterisee en . ce qu'elle comporte au moins une 
10 monoester phosphorique phosphohydrolase . 

35/ - Composition selon 1 ' une des 

revendications 33 et 34, caracterisee en ce qu'elle 
comporte au moins une nucleotide pyrophosphatase. 

36/ - Composition selon 1 ' une des 

revendications 33 a 35, caracterisee en ce qu'elle comporte 
au moins une diester phosphorique phosphohydrolase. 

37/ - Composition selon 1 ' une des 

revendications 33 a 36, caragterisee en ce qu'elle comporte 
au moins une enzyme phosphatase alcaline. 

38/ - Composition selon 1 ' une des 

revendications 25, 26 ou 33 a 37, caracterisee en ce 
qu'elle est formulae sous une forme galenique destinee a 
son administration par injection dans le sang circulant. 

39/ - Utilisation d'une composition selon 
l'une des revendications 33 a 38 pour obtenir un medicament 
inhibant la cytotoxicity des lymphocytes T y6 im P li ques dans 
au moins une pathologie auto-immune. 

40/ - Utilisation d'une composition selon 
l'une des revendications 33 a 38 pour obtenir un medicament 
destine au traitement de la sclerose en plaques. 
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